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摘  要: 从污泥中分离得到一株能以对硝基苯胺为唯一碳源、氮源和能源生长的细菌菌株 PNA8。
经过对其形态特征、生理生化特性、以及 16S rRNA 序列分析, 该菌株初步鉴定为 Microbacterium 
sp.。进一步研究表明, 菌株 PNA8利用对硝基苯胺生长和降解的最适温度和 pH分别是 30°C和 7.0。
培养基中添加定量酵母膏有利于菌株的生长及其对对硝基苯胺的降解。最适条件下, 在培养液中

添加 0.4 g/L 酵母膏, 4 d 内 0.3 mmol/L 对硝基苯胺降解率可达 100%。 
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Condition of p-nitroaniline Degrading Microbacterium sp. 
PNA8 and Its Degradation of p-nitroaniline 
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Abstract: A bacterial strain capable of utilizing p-nitroaniline as sole carbon source to growth was isolated 
from sewage sludge. This strain was identified as Microbacterium sp. PNA8 based on its morphology, 
physiological, biochemical properties and 16S rRNA sequence analysis. Results indicated that the optimal 
temperature and pH for cell growth and for p-nitroaniline degradation was 30°C and 7.0. Strain PNA8 
growth and p-nitroaniline degradation was considerably faster in the presence of yeast extract. Optimum 
conditions, in the culture medium added to 0.4 g/L yeast extract, 0.3 mmol/L p-nitroaniline degradation rate 
to 100% in 4 days. 
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对硝基苯胺(p-nitroaniline)是印染、橡胶、制药、
塑料和油漆等行业的重要原料, 是染料工业的中间
体。它可通过呼吸道、消化道而摄入体内, 使氧和

血红蛋白结合变为高铁血红蛋白, 影响组织细胞供
氧而造成窒息, 对人体有很强的致癌性[1]。对硝基苯

胺废水毒性大, 治理困难, 国内研究较少。至今绝大
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多数采用物理、化学法加以处理, 但这些方法处理
费用偏高, 操作要求较为严格。因此, 研究对硝基苯
胺的生物降解, 对于保护环境及提高人类健康具有
重要意义。目前, 国外就对硝基苯胺废水的生物降
解报道甚少 [1−7], 国内仅有杨彬等人采用混合生物
法降解的研究报道 [8], 采用单一菌降解对硝基苯胺
的研究至今未见报道。本研究从污泥中分离到一株具

有降解对硝基苯胺能力的微杆菌属(Microbacterium 
sp.)细菌菌株 PNA8, 并对该菌株降解对硝基苯胺的
条件进行了研究。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  样品来源: 样品采集于某化工厂污水处理池
污泥。 
1.1.2  培养基: LB 培养基(g/L): 酵母膏 5, 蛋白胨
10, NaCl 10。基础无机盐培养基 (mg/L): KH2PO4 
1000, Na2HPO4·12H2O 7000, 柠 檬 酸 铁 40, 
CaCl2·2H2O 100, MgSO4·7H2O 300, pH 7.0。对硝基
苯胺作为碳源和氮源, 浓度根据需要添加, 固体培
养基添加 2%琼脂。 
1.1.3  主要试剂和仪器: 对硝基苯胺购自国药集团
化学试剂有限公司; 高效液相色谱购自美国戴安公
司, 型号为DIONEX P680, 722可见分光光度计购自
上海精密科学仪器有限公司。 

1.2  样品的富集培养和菌种分离纯化 
称取样品 5 g加到含 0.15 mmol/L对硝基苯胺的

50 mL 基础无机盐培养基中, 添加少量酵母膏, 置
于 30°C, 120 r/min的恒温摇床振荡培养, 每隔 10 d
取 5 mL培养液转接至新鲜培养基, 逐步提高新鲜培
养基中对硝基苯胺浓度。富集培养至培养液在 2 d~3 d
内褪色, 再将培养物接种至含 1.5 mmol/L对硝基苯
胺的固体培养基上划线分离 , 直至得到纯的单菌
落。 

1.3  细菌生物量和对硝基苯胺浓度的测定 
取培养液于 8000 r/min离心 15 min, 上清液用

于对硝基苯胺浓度的测定, 方法采用高效液相色谱
法 [9], 沉淀以等量蒸馏水悬浮后采用分光光度法测
定 OD600值。 

1.4  细菌形态特征和生理生化指标测定 
通过芽孢染色(革兰氏法染色)、荚膜染色、鞭

毛染色, 在光学显微镜下观察菌体形态、大小等特

征, 采用穿刺接种法观察细菌运动性。菌株常规生
理生化反应参照伯杰氏细菌鉴定手册方法[10]进行。 

1.5  基因组 DNA 的提取和电泳检测 
基因组 DNA 的提取参照文献[11]所述方法进行, 

电泳检测使用 1%琼脂糖制凝胶(含 EB 0.5 μg/mL, 
取 10 μL总DNA与 2 μL上样缓冲液混匀后上样, 用 
1×TAE电泳缓冲液, 100 V电泳 30 min~40 min。 

1.6  16S rRNA 序列分析 
使用大连宝生物公司的 TaKaRa 16S rRNA Bac-

terial Identification PCR Kit, 以 Forward/Reverse 
Primer2 为引物进行扩增 , PCR 扩增条件 : 94°C 
5 min; 94°C 1 min, 50°C 1 min, 72°C 1.5 min, 30个循
环; 72°C 5 min。采用 TaKaRa切胶回收试剂盒回收
PCR 产物, 送宝生物(大连)有限公司测序。序列用
Blast软件在 GenBank/EMBL/DDBJ等数据库中进行
相似性分析 , 用 GlustalW 1.8 软件包中的邻接法
(Neighbour-joining)构建系统进化树。 

2  结果 

2.1  菌株的富集培养和菌种的分离纯化 
样品经富集培养后得到的混合培养物能在含

0.7 mmol/L 对硝基苯胺的培养基中生长, 在培养过
程中, 培养基黄色逐渐褪去, 说明该混合培养物能
降解对硝基苯胺。 

将上述混合培养物接种至含 1.5 mmol/L对硝基
苯胺的平板上划线分离, 挑取单菌落, 经过复筛、纯
化得到一株能以对硝基苯胺为唯一碳源、氮源和能

源生长的细菌菌株 PNA8。 
 

表 1  菌株 PNA8 的常规生理生化反应特征 
Table 1  Tradition taxonomical properties of the strain PNA8

鉴定指标 
Indentification index 

鉴定结果 
Indentification result 

氧化酶试验 
Oxidase test 

－ 

接触酶试验 
Catalase test 

＋ 

葡萄糖产酸 
Glucose acid production 

＋ 

葡萄糖产气 
Gas from Glucose 

－ 

甲基红试验 
Melthy red test 

－ 

吲哚试验 
Indole test 

－ 

乙酰甲基甲醇试验 
V-P test 

－ 

硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

－ 
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2.2  菌株的形态学和生理生化特性 
PNA8 菌株在肉汤培养基上为黄色不透明菌落, 

革兰氏阴性短杆菌, 单个或成对排列, 不形成菌丝
体。大小为(0.4~0.6) μm×(1.0~2.0) μm。能滑行运动, 
无芽孢和荚膜。 
2.3  菌株 16S rRNA 基因的克隆和系统发育分析 

序列分析结果表明, 菌株 PNA8的 16S rRNA序 

列全长 1401 bp, (G+C)%为 56.3%。将序列输入

Genbank, 用 Blast 进行相似性搜索比较并绘制系统

进化树(图 1), 共搜索出 15 个相似度大于 99%的结

果。该菌株的 16S rRNA序列已提交 GenBank, 登录

号为 FJ805433。结合菌株的形态和生理生化特征, 

菌株初步鉴定为 Microbacterium sp.。 

 

 

图 1  基于 16S rRNA 序列构建的菌株 PNA8 以及相关种、属的系统发育进化树 
Fig. 1  The NJ evolutionary tree based on completed sequence of 16S rRNA 

 
2.4  PNA8 菌株利用对硝基苯胺生长和对硝基苯

胺的降解 
先将 P N A 8 菌株在 L B 培养基上培养至

OD600≈0.2, 再将菌液通过离心洗涤, 用等体积无菌
水悬浮, 按 1%的接种量接种至含 0.3 mmol/L 对硝
基苯胺、0.4 g/L 酵母膏的无机盐培养基中, 隔 1 d
取样检测培养液中对硝基苯胺的浓度和菌株生长

量。随着培养时间的延长, PNA8菌株生长量逐渐增
加 ,  同时培养液中对硝基苯胺的浓度逐渐降低 ,  
4 d 后 PNA8 菌株能完全降解培养液中 0.3 mmol/L
对硝基苯胺, 最大生物量为 0.13(图 2)。 

2.5  温度和培养基初始 pH 对菌株 PNA8 生长和

对硝基苯胺降解的影响 
先将 PNA8 菌株在 LB 培养基上培养至 OD600

约 0.2, 再按 1%的接种量分别接种于初始 pH值和培
养温度不同的含 0.3 mmol/L对硝基苯胺、0.4 g/L酵
母膏的基础无机盐培养基中, 置于 120 r/min恒温摇
床振荡培养至培养液黄色褪去, 测定细菌的生长和

对硝基苯胺降解情况。图 3A表明, 菌株 PNA8的细
胞生长和对硝基苯胺的降解受温度变化影响显著 , 
于 30°C达到最佳生长水平和最高底物降解率; 高于
或低于此温度, 细胞生长和对硝基苯胺的降解都明 
 

 
图 2  Microbacterium 菌株 PNA8 利用对硝基苯胺生长和

对硝基苯胺降解的影响 
Fig. 2  Degradation of p-nitroaniline the growth of Micro-
bacterium PNA8 



沈晓莉等: 一株对硝基苯胺降解菌 Microbacterium sp. PNA8的分离鉴定及其降解条件研究 1499 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

图 3  温度(A)和 pH(B)对 PNA8 菌株利用对硝基苯胺生

长和对硝基苯胺降解的影响 
Fig. 3  Influence of temperature (A) and pH (B) on the 
growth of Microbacterium PNA8 and degradation of 
p-nitroaniline 

 
显下降。图 3(B)表明, 菌株 PNA8 生长和对底物的
降解随 pH值变化一致, pH 7.0是细胞生长和对硝基
苯胺降解的最佳 pH。 

2.6  酵母膏浓度对菌株 PNA8 生长和对硝基苯胺

降解的影响 
先将 PNA8 菌株在 LB 培养基上培养至 OD600

约 0.2, 再按 1%的接种量分别接种于含 0.3 mmol/L

对硝基苯胺 , 酵母膏浓度不同的无机盐培养基中 , 

置于 30°C、120 r/min恒温摇床振荡培养 4 d, 测定

细菌的生长和对硝基苯胺降解情况。图 4 表明, 若

培养基中未添加酵母膏, 4 d内对硝基苯胺的降解率

仅为 18%, 菌株生长情况欠佳; 若培养基添加酵母

膏, 菌株生长量与之成正比增加; 当酵母膏添加量

大于 0.6 g/L, 0.3 mmol/L对硝基苯胺可被完全降解。

在含对硝基苯胺的基础无机盐培养基中添加定量酵

母膏可以极大的促进菌株对对硝基苯胺的降解。 

 

图 4  酵母膏浓度对 PNA8 菌株利用对硝基苯胺生长和对

硝基苯胺降解的影响 
Fig. 4  Influence of yeast concentration on the growth of  
Microbacterium PNA8 and degradation of p-nitroaniline 

 

3  讨论 

1) 从污泥中分离到一株能以对硝基苯胺作为
唯一碳源、氮源和能源生长的细菌菌株 PNA8, 初步
鉴定为 Microbacterium sp.。该菌株具有降解对硝基
苯胺的能力。王云端等人曾从自然土壤中分离到一

株 Microbacterium sp.菌株 PHD-5, 能以苯酚作为唯
一碳源生长[12]。说明微杆菌属营养要求复杂, 且具
有降解苯环类有机物的能力。 

2) PNA8菌株降解对硝基苯胺的最佳温度和 pH
分别是 30°C和 7.0。在此条件下, 该菌 4 d后可完全
降解 0.3 mmol/L 对硝基苯胺。Zeyer 等人曾在纯培
养条件下, 分离到一株假单胞菌 Pseudomonas sp. 
strain P6, 该菌在 pH 7.0、28°C 条件下, 8 d 后 
1.5 mmol/L对硝基苯胺降解率达 73%[4]; Khalid等人
从活性污泥中筛选到 3 株对硝基苯胺降解菌
Acinetobacter sp., Citrobacter freundii 及 Klebsiella 
o x y t o c a ,  经过好氧混合培养 ,  7 2  h 内可降解 
100 μmol/L对硝基苯胺[6]。可见, 自然界中存在多种
具有降解对硝基苯胺能力的微生物。 

3) PNA8 菌株在以对硝基苯胺作为唯一碳源和

氮源的培养液中生长, 生长速度缓慢, 同时对对硝

基苯胺的降解效率低, 若在初始培养液中添加少量

酵母膏可促进细菌的生长及底物的降解。任华峰等

人筛选出一株降解对氯苯胺的菌株 Diaphorobacter 

sp. PCA039, 经过实验发现, 在 MSB培养基中添加

酵母粉同样可以极大的促进菌株对对氯苯胺的降解[13]。 
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单一菌降解对硝基苯胺废水 , 无论从降解浓
度、时间、还是降解效率来看, 都还存在很大的发
展空间, 筛选出更多的具有降解对硝基苯胺能力的
菌株, 提高菌株的降解能力、研究降解机理是今后
研究的方向。 
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师名课”版块，原“名师讲堂”。邀约相关生命科学领域，如微生物学、分子生物学、生物医学、传染病学、

环境科学等的教学名师、知名科学家就教学和学生培养发表观点，推荐在教学改革、教学研究、引进先进

教学手段或模式以及学生能力培养等方面有突出成绩的优秀论文，为高校教师以及硕士、博士研究生导师

提供一个可资交流和学习的平台，促进高校教学和人才培养水平的提高。 
 欢迎投稿！欢迎对本栏目多提宝贵意见！   
 


